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Resumo

A seguranca da expanséo in vitro de células-tronco mesenquimais é uma preocupacdo quando esta
precede a aplicacéo clinica. Foram avaliados quatro diferentes protocolos de ensaio cometa para a analise de
lesGes gendmicas em células-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo de humanos, testando os efeitos
do tempo de lise e condi¢Bes de pH da solugéo tampéo de eletroforese: 2 horas e pH=12; 24 horas e pH=12; 2
horas e pH=13 e 24 horas e pH=13. Nao foram observados danos genémicos nas células; porém, varia¢cdo no
tamanho dos nucleioides, com aumento no didmetro da cabeca e comprimento total do cometa destes, ao serem
expostas aos protocolos de tempo de lise de 2 horas. A partir dos resultados obtidos, considera-se que qualquer
um dos protocolos testados pode ser aplicado em ensaios de genotoxicidade com estas células, sem causar
danos decisivos. No entanto, os protocolos 2 e 4 sdo 0s mais recomendaveis, por apresentarem menor diametro
da cabeca do nucleoide.

Autorizac&o legal: n° do parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFMS 3.070.576.
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Introducéo

As células-tronco mesenquimais (CTM) sao células de origem estromal, que apresentam a capacidade
de auto-renovacao e de diferenciagdo multipotente in vitro, podendo dar origem a diversos outros tipos celulares
(BERNARDO et al., 2012). Estas células estdo presentes em diferentes tecidos, no entanto, terapias baseadas
em CTM derivadas do tecido adiposo receberam aten¢ao crescente nos ultimos anos (DIETZ et al., 2017; MAZUR
et al., 2018), devido a sua capacidade de expanséo in vitro, a qual é necessaria para gerar numero suficiente de
células com fendtipo e funcionalidade desejados (WU et al.,, 2017). Quanto ao seu uso em tratamentos, a
integridade gendmica das células em expansao continua sendo uma das principais preocupacfes quando ela
precede a aplicacao clinica (NERI et al., 2013).

O ensaio cometa é utilizado para detectar danos no DNA de células em testes de genotoxicidade e
biomonitoramento sob varias circunstancias (CORTES-GUTIERREZ et al., 2012). Sob condi¢ées alcalinas, ele é
capaz de detectar, além de quebras de fita de DNA, lesGes que sdo convertidas nestas quebras, como sitios
alcalinos labeis (ENCISO et al., 2018). Assim, esta técnica € aplicavel a varios tipos de células (MOLLER et al.,
2018), incluindo as CTM. No entanto, h& necessidade de investigar os passos envolvidos na realizacdo deste
ensaio (MOLLER et al., 2018), buscando diminuir a influéncia destes sobre os danos nas células. Assim, o
objetivo foi avaliar quatro diferentes protocolos de ensaio cometa para a analise de lesdes genémicas em CTM
derivadas do tecido adiposo de humanos, testando os efeitos do tempo de lise e condicbes de pH da solucéo
tampao de eletroforese.

Metodologia

Amostra do estudo

Trés individuos saudaveis do sexo feminino, com idade entre 20 e 50 anos, que leram e assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), do ambulatério de Cirurgia Plastica do Hospital da Plastica
de Mato Grosso do Sul (Campo Grande/MS), participaram deste estudo.
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Procedimentos de lipoaspiracdo, processamento do lipoaspirado e cultivo de células-tronco
mesenquimais

O tecido adiposo foi isolado pelo procedimento de lipoaspiracdo abdominal realizado de acordo com
Pesarini et al. (2017).

Caracterizacdo por imunofenotipagem e comprovacao da pluripoténcia das células-tronco mesenquimais

A imunofenotipagem das células foi caracterizada por citometria de fluxo. Aproximadamente 3,0 x
105 CTM na 3° passagem foram coletadas por tripsinizagao, centrifugadas e incubadas durante 30 min a 4°C,
com anticorpos, para 0s seguintes marcadores celulares: CD105, CD90, CD34 e CD133 (Pharmingen BD, San
Diego, CA. EUA).

Para induzir a diferenciacdo em adipdcitos, ostedcitos e condrécitos, 10° células/poco foram semeadas
em 3 placas (placas de 6 poc¢os). Ap6s a adeséo celular (24 horas), o HDMEM foi descartado e, em seguida, as
células foram cultivadas com o meio especifico, conforme descrito por Schweich et al. (2017).

gPCR

Foram avaliados genes envolvidos em processos referentes a danos e reparos do DNA (B-Actina, ATM,
ATR, GADD45a, CDKN1a, TP53), e 0 ensaio de expressado génica foi realizado conforme descrito por De Oliveira
et al. (2018).

Ensaio Cometa

Para deteccdo de danos no DNA, utilizou-se o ensaio cometa em quatro protocolos diferentes, em
amostras da mesma tripsinizagdo, como segue: (Protocolo 1) Tempo de lise de 2 horas e pH = 12 da solu¢do
tampéo de eletroforese; (Protocolo 2) Tempo de lise de 24 horas e pH = 12 da solugéo tampé&o de eletroforese;
(Protocolo 3) Tempo de lise de 2 horas e pH = 13 da solugdo tampao de eletroforese e; (Protocolo 4) Tempo de
lise de 24 horas e pH = 13 da solugdo tampéo de eletroforese, segundo Tice et al. (2000) e Villela et al. (2007),
com modificagBes (DE OLIVEIRA et al., 2013).

O material foi corado (100 ul de brometo de etidio, 2x10* mg/ml) e os nucleoides foram fotografados em
mocorscopio de fluorescéncia Leica DMI 8 em magnitude de 200 x, posteriormente foram analizadas mais de
200 cometas por lamina pelo programa CometScore 2.0.0.38 TriTek. Os cometas foram classificados de acordo
com o seu comprimento total (px), didmetro da cabeca (px), percentagem de DNA na cauda e momento da cauda
(percentagem de DNA na cauda multiplicado pelo comprimento da cauda).

Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada por ANOVA/Tukey, onde letras diferentes indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05; GraphPad InStat). A analise estatistica dos dados obtidos na gPCR foram
analisados utilizando o programa REST, e a diferenca significativa considerada quando o nivel de expressdo
relativa foi igual ou inferior a 0,5 ou igual ou superior 2.

Resultados e Discusséo

O numero médio de células por frasco de cultura observado foi de 3,0 x 105. As células indiferenciadas
(controle) e a confirmacdo da diferenciacdo adipogénica, osteogénica e condrogénica sdo observadas pelas
alteracdes morfoldgicas das CTMs (Figura 1). As CTMs expressaram os marcadores CD105 e CD90 e néo
expressaram CD34 e CD133. Assim, a analise deste perfil imunofenotipico reconhece que estas sédo células-
tronco mesenquimais (Figura 1E).

Na avaliacdo de expressdo de genes relacionados a danos e reparos de DNA, observamos que os
MRNAs destes genes ndo apresentaram diferencga significante em relacdo ao controle. Os mRNA dos genes
foram expresso, ATM em 1,54x, ATR em 1,32x, CDKN1A em 1,48x, TP53 em 1,71 e GADD45A em 1,97x. Assim,
no momento em que as células foram tripsinizadas, estas ndo apresentavam danos em seu DNA.

Neste estudo, analisou-se a integridade genémica de CTM humanas do tecido adiposo utilizando o
ensaio cometa, a partir da variacdo de dois fatores que ainda nao foram investigados na literatura para estas
células. Quatro versdes alcalinas foram testadas, sendo duas com pH igual a 12, e duas com pH = 13. Enquanto
a primeira detecta quebras de fitas duplas e simples do DNA, sitios incompletos de reparo e ligacdes cruzadas,
a segunda é sensivel também & lesdes de sitios alcalinos labeis e sitios abasicos (MIYAMAE et al., 1997; TICE
et al., 2000). J& o periodo gasto com a solucdo de lise em contato com as células pode variar de uma hora ou
até vérias horas ou dias (COLINS et al., 2013). Foram observados valores de comprimento do cometa, diametro
da cabeca dos nucleides, percentual de DNA na cabeca e momento da cauda, com diferencas significativas entre
os protocolos (p<0,05). Assim, tanto os dois pHs diferentes da solugdo tamp&o, quanto os dois tempos de lise,
ndo desempenharam um papel decisivo na ocorréncia de danos genémicos nas CTM (Figura 2D). Esta
informacéo pode ser comprovada quando os valores de momento da cauda com CTM de humanos recebem
tratamento com irradiagcao ou sofrem danos induzidos por agentes genotéxicos, como o peroxido de hidrogénio
e 0 metano metilsulfonato (WU et al., 2017).

Por outro lado, observou-se que houve variagdo no tamanho dos nucleioides, com aumento no diametro
da cabeca e aumento no comprimento total do cometa destes, quando as células foram expostas ao tempo de
lise de 2 horas em ambos os pHs, sendo que no pH=13 o didmetro da cabeca e o comprimento total do cometa
foram maiores do que no de pH = 12. Estes resultados sugerem que CTM quando expostas a um tempo de lise
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menor (2 horas) podem se apresentar mais integras quando comparadas a exposicdo de um tempo de lise maior
(24 horas). Assim, nucleoides com menor didmetro da cabeca evidenciam maior formacéo de cauda no cometa
(LA CRUZ et al., 2008), embora estas ndo tenham se formado nas células do presente estudo. Este resultado
pode ser comparado com outros trabalhos que verificaram cabeca de maior diametro em células do grupo
controle, comparado ao grupo tratamento, sendo que este Ultimo também apresentou caudas mais longas (LA
CRUZ et al., 2008; DI PAOLO, 2006). Ja em trabalho de Vidya et al. (2014), o diametro da cabeca foi maior em
células do grupo caso, comparado ao controle, porém sem diferenca significativa.

Figura 1. Morfologia, caracterizagdo e potencial de diferenciacédo de células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo: (A) Cultura
indiferenciada demonstrando células com caracteristicas de fibroblastos, (B) cultura de diferenciagéo adipogénica e vacuolos lipidicos
corados com Oil Red O, (C) cultura de diferenciacé@o osteogénica e depdsitos de célcio corados com Vermelho de Alizarina e (D) cultura de
diferenciag@o condrogénica e matriz extracelular rica em glicosaminoglicanos corada com Alcian Blue. As barras representam 50 ym. (E)
Perfil imunofenotipico das células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo. As células expressaram os marcadores CD105 e CD90
e ndo expressaram CD34 e CD133.
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Figura 2. Avaliagdo da genotoxicidade em células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo de humanos, usando 4 protocolos de
ensaio cometa, obtida pelos dados de comprimento do cometa (2A), diametro da cabeca (2B), percentual de DNA na cabeca (2C) e momento
da cauda (2D). Protocolo 1: pH 12 da solucéo tamp&o de eletroforese e tempo de lise de 2 horas. Protocolo 2: pH 12 da solugdo tampé&o de
eletroforese e tempo de lise de 24 horas. Protocolo 3: pH 13 da solucéo tampé&o de eletroforese e tempo de lise de 2 horas. Protocolo 4: pH
13 da solugdo tampao de eletroforese e tempo de lise de 24 horas. Médias e desvios-padrdo das células danificadas pelo ensaio cometa.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05, ANOVA/Tukey).

Conclusdes

A partir dos resultados obtidos, considera-se que qualquer protocolo testado pode ser aplicado em
ensaios de genotoxicidade com CTM de lipoaspirado de humanos, sem causar danos a estas. No entanto,
considerando todos os parametros analisados e discussao, os Protocolos 2 e 4 sdo os mais recomendaveis, por
apresentarem menor diametro da cabeca do nucleoide, sendo mais sensiveis a danos. Porém, recomendamos
investigacdes mais extensas quanto as condigfes especificas para as diversas etapas do ensaio cometa, com
avaliacdes da interferéncia de tempos maiores de lise, bem como de outros fatores, a partir de uma avaliacdo
criteriosa dos resultados.
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